




















































































 本研究では 1999 年から 2014 年の間東北大学病院で外科手術的に摘出された CPA
の手術検体を対象とした。免疫組織化学および定量 real-time polymerase chain reaction 






qPCR による mRNA 相対的発現量の解析では、HSD3B2 が HSD3B1 に比べて有意に
高く発現していた（P<0.0001）。一方 CYP11B1 は CYP11B2 に比べて有意に高い発現
が認められた（P<0.0001）。免疫組織化学的検討でも同様の傾向が認められた。さら
に、コルチゾール産生に関わるステロイド合成酵素である HSD3B2、CYP17A1 およ










  クッシング症候群（Cushing syndrome；CS）は、コルチゾール過剰合成／分泌
により高血圧や耐糖能障害、骨粗鬆症、抑うつ状態など様々な症状を呈する疾患であ




の中で CPA は 10-15%を占めるとされている 3）。CPA は女性に多く、左右いずれの








て 17－水酸化プロゲステロンとなる（図１）。また、プレグネノロンは CYP17A1 に




素（CYP21）により 11 デオキシコルチゾールとなり、最終的に 11β－水酸化作用を
有する CYP11B1 によってコルチゾールが生合成される（図１）5）。ヒト副腎皮質束
状層ではCYP17A1やCYP11B1が優位に発現している 6）。副腎皮質腫瘍性病変では、
CPA において CYP17A1 と CYP11B1 の mRNA の発現量がアルドステロン産生腺腫
（aldosterone-producing adenoma ；APA）より有意に高いことがマイクロアレイ解析






8）により CYP11B1 と CYP11B2 の特異的モノクローナル抗体が作成され、正常副腎




HSD3B2 に加え、近年別のアイソフォームである HSD3B1 が新たな律速段階として





Fukaya らは、APA で HSD3B1 のみが CYP11B2 と正の相関を示し、KCNJ5 遺伝子
体細胞変異症例の APA 組織では野生型症例に比して HSD3B1 mRNA および
CYP11B2 mRNA の発現量が高値であることから、HSD3B1 が APA におけるアルド
ステロンの自律的且つ過剰な産生において重要なアイソフォームである可能性を指
摘している 12）。しかし CPA における HSD3B の２つのアイソフォームの発現動態に
ついては全く不明のままである。 
 さてステロイド合成酵素は様々な転写因子によってその発現が調節されている。ヒ
ト副腎皮質由来の培養細胞である NCI-H295R を用いた研究では，CYP11B1 の発現
は主に Steroidogenic factor-1（SF1）によって制御されていることが示されている（図
３）13）。GATA6 は SF1 の GATA 結合部位に結合することで CYP17A1 や HSD3B の
発現を増加させることが判明している（図３）14）15）。加えて核内オーファンレセプ









 本研究は、ステロイド合成酵素やその転写因子の発現について、CPA 手術検体 78
例で免疫染色を用い HSD3B のアイソフォームや CYP11B1/CYP11B2 の局在を含め
た詳細な検討を行うことに加え、CPA 手術検体 15 例で定量 real-time polymerase chain 













 1999 年から 2014 年までに東北大学病院にて副腎摘除術を施行された CPA を対象
とした。免疫組織化学的検討では 78 例の連続症例を、一方は qPCR は凍結組織が得
られた 15 例を用いて行った。いずれも、臨床的にアルドステロン過剰分泌は確認さ
れなかった。病理組織学的に、CPA の診断は Sasano らの報告 17）に準じた。副腎皮












ンと脱水を行った後、ブロッキング試薬（10％正常ウサギ血清: Histofine SAB-PO 
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（M） Kit；Nichirei、Tokyo、Japan）を用いて 30 分間室温で反応させ、各々の１
次抗体（表１）と４℃で一晩反応させた。翌日、0.3％過酸化水素水を含むメタノー
ルにて 30 分間内因性ペルオキシダーゼ活性を阻止し、PBS で洗浄後に２次抗体 
（HSD3B2；ビオチン標識抗マウス IgG 抗体、SULT2A1；ビオチン標識抗ヤギ IgG
抗体：Histofine SAB-PO（M）Kit；Nichirei） を室温で 30 分間反応させ、さらに
PBS で洗浄後にペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（Histofine SAB-PO（M）







CYP11B1 および CYP11B2 は、スライド標本をキシレンおよびエタノールで脱パ
ラフィンと脱水を行った後、抗原賦活化液 pH９（Nichirei）に浸し、オートクレー
ブで５分間抗原賦活処理を行った。その後スライドを PBS で洗浄し、ブロッキング
試薬（CYP11B1；2.5% 正常ヤギ血清に 0.5% SDS 添加、CYP11B2；2.5% 正常ウ







VECTOR）と１時間反応させ、さらに PBS で洗浄後に DAB にて発色し、核染、透
徹、封入を前述と同様の方法にて行った。いずれも陽性および陰性コントロールには
上記同様に正常副腎組織を用いた。 








ビオチン標識抗マウス IgG 抗体：Histofine SAB-PO（R）Kit；Nichirei）を室温で









清：Histofine SAB-PO （R） Kit; Nichirei）を用いて 30 分間室温でブロッキング
を行い、１次抗体（表１）と４℃で一晩反応させた。翌日、前述の方法でペルオキシ
ダーゼ活性を阻止し、PBS 洗浄後に２次抗体（ビオチン標識抗マウス IgG 抗体：






（３） 定量 real-time polymerase chain reaction （qPCR）解析 
Total RNA 抽出のために、RNeasy Mini Kit（QIAGEN、Hilden、Germany）を
使用した。逆転写は Quantitec reverse transcription Kit（QIAGEN）を用いて行い、
作成した cDNA は－20℃で保存した。HSD3B1 および HSD3B2 の定量は、これらア
イソフォームの DNA 塩基配列の相同性が非常に高いため、 Taqman 




GATA6、NGFIB の定量はいずれも SYBR Green I kit （Roche、Basel、Switzerland） 
を使用したインターカレーション法にて解析した。プライマー・シークエンスおよび
Taqman probe・シークエンスは表２に示す通りである 12）20）。なお、定量補正のた





弱陽性 （1＋） 、中等度陽性 （2＋）、強陽性 （3＋） として評価した。細胞の染
色強度（0～3+）に、その強度を示す細胞の割合を掛けて得られた数値を合計したも





 各々のステロイド合成酵素と転写因子の H-score および mRNA 相対発現量は平均
±標準誤差、臨床病理学的因子の変量は平均±標準偏差として表記した。それぞれ、
qPCR による各々の酵素の mRNA 発現量は Pearson correlation analysis にて、免疫
組織化学による H-score は Spearman rank order test にて検討を行った。これらは
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R （） が 0.4 以上且つ P 値が 0.01 以下の場合を統計学的に有意差ありと判断した。
また、Clinical/Subclinical CS の比較と、HSD3B および CYP11B アイソフォームの











 免疫染色および qPCR を用いた検討を行った症例の臨床病理学的因子を表３にま
とめる。組織学的には今回検討したいずれの症例でも淡明細胞（図 4A）と緻密細胞
（図 4B）が種々の程度で混在して認められ、緻密細胞がやや優位となる症例が主体
で、緻密細胞の割合は 52.99 ± 27.69%であった。Weiss criteria は 0.48 ±0.58 点であ
り、いずれも 2点以下の腺腫の基準を満たしていた。免疫組織化学的検討および qPCR
に用いた CPA の腫瘍径の平均は、それぞれ 28.15 mm と 31.13 mm であった。付随
副腎の検討が可能な症例は 32 例で、副腎皮質の厚さの平均は 501.08 µm であった。 
 
（２） 免疫組織化学的検討結果 
免疫組織化学的検討の詳細を図 5A に示した。 
すべての検体において、HSD3B2 は陽性であるのに対し（図 4C）、HSD3B1 はご
く弱い染色性を示すに過ぎなかった（図 4D）。H-score は各々93.58 ± 2.57（95%信
頼区間；88.46－98.69）および 5.98 ± 0.89（95%信頼区間；4.21－7.76）であった。
HSD3B2 は淡明細胞、緻密細胞ともびまん性に陽性であった。 
検討した全ての症例で CYP17A1（図 4G）と CYP11B1（図 4E）はびまん性に陽
性所見を示した。H-score は各々112.31 ± 2.28（95%信頼区間；107.77－116.84）お
よび 66.08 ± 3.17（95%信頼区間；59.76－72.40）であった。CYP17A1、CYP11B1
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ともに淡明細胞と緻密細胞いずれでもその陽性像が認められた。18 例の CPA 組織で
CYP11B2 がごく一部に陽性であり、H-score は 1.08 ± 0.30（95%信頼区間；0.48－
1.69）であった（図 4F）。また、7 例で HSD17B5（図 4H）あるいは SULT2A1（図
4I）が陽性で HSD3B2 が陰性の領域を認めるものがあった。HSD17B5 の H-score
は 22.08 ± 2.40（95%信頼区間；17.31－26.85）、SULT2A1 は 23.68 ± 2.74（95%信
頼区間；18.22－29.15）であった。また、緻密細胞の割合と HSD17B5 の H-score 間
に有意な正の相関関係が認められた（P<0.0001；R=0.51）（図 5B）。SF1（図 4J）、
GATA6（図 4K）、NGFIB（図 4L）はいずれもすべての症例で核に陽性像を示した。
H-score はそれぞれ 106.15 ± 1.68（95%信頼区間；102.80－109.50）、 97.74 ± 1.11
（95%信頼区間；95.53－99.94）および 55.95 ± 2.68（95%信頼区間；50.26－61.29）
であった。各々の酵素や転写因子の H-score と、他の臨床病理学的因子との間に統計
学的に有意な関係性は認められなかった。また、Clinical CS と Subclinical CS にお
いて、組織学的特徴や H-score に有意差は認められなかった（表４）。 
 
（３） qPCR 解析結果 
 HSD31、HSD32、CYP11B1、CYP11B2、CYP17A1、SF1、GATA6、NGFIB mRNA
の相対的発現量は、各々0.025±0.017、71.53±13.29、6.89±1.54、0.023±0.0064、8.47±2.20、
0.33±0.093、0.57±0.10、0.76±0.19 となった。HSD3B2 mRNA 発現量は、HSD3B1 より
有意に高値であった （P<0.0001） （図 6） 。また、CYP11B1 mRNA 発現量は、CYP11B2
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より有意に高値であった （P<0.0001） （図 6） 。CYP11B1 mRNA の発現量は、SF1
（P=0.0048；R=0.69） （図 7A）、GATA6（P=0.0002；R=0.82） （図 7B）、NGFIB 
（P=0.0004；R=0.82） （図 7C）の mRNA 発現量と正の相関を示した。さらに、CYP17A1 
mRNA の発現量は、SF1（P<0.0001；R=0.87） （図 8A）、GATA6（P=0.0002；R=0.82） 
（図 8B）、HSD3B2（P<0.0001；R=0.87） （図 8C）、CYP11B1（P=0.0005；R=0.79） 
（図 8D）の mRNA 発現量と正の相関を示した。HSD3B2 mRNA の発現量は、SF1
（P=0.0037；R=0.70） （図 9A）と GATA6 （P=0.0004；R=0.80） （図 9B）の mRNA










に重要な酵素蛋白である。ヒトでは、HSD3B には HSD3B1 および HSD3B2 という
２つのアイソフォームが報告されており、両者はアミノ酸レベルで 94%もの相同性を
示す 23）。qPCRの結果からは、CPA組織においてHSD3B2 mRNAはHSD3B1 mRNA
に比して非常に高く発現していることが今回初めて示された。さらに、免疫組織化学
的に HSD3B2 はびまん性に陽性を示し、H-score も HSD3B1 と比して有意に高いこ
とが示された。一方 HSD3B1 は、HSD3B2 と比較し染色性がごく弱かった。以上よ
り、コルチゾール産生能を有する細胞では HSD3B2 の発現が亢進しコルチゾール産
生に重要な役割を果たしている一方、HSD3B1 はステロイド合成にあまり関与して
いないものとも考えられた。APA で HSD3B1 がアルドステロンの産生において重要
なアイソフォームであることとは対照的である 12）。 
 CYP11B1 と CYP11B2 は、コルチゾール産生とアルドステロン産生の各々の最終
段階に関与する酵素であるが、同一の染色体上に存在する遺伝子により encoding さ
れておりアミノ酸配列で 93%以上と極めて高い類似性を有する。qPCR の結果からは、









過去のマイクロアレイによる解析では、ACC は CPA と比較して CYP11B1 と
HSD3B2 はいずれもその発現が抑制されていることが報告されている 25）。しかしな
がら、異なる報告ではコルチゾールを産生する ACC は CYP11B1 と CYP17A1、
HSD3B1 が高発現しており、他のステロイドを産生する ACC やステロイドを産生し
ない ACC と比べ予後が良いことが指摘されている 26）。したがって、CYP11B1 の発
現の有無と腫瘍の生物学的動態が関連するものと推定され、今後さらなる研究が期待
される。 
 今回の CPA 組織における検討で、免疫組織化学的に SF1 と GATA6 がびまん性に
陽性になることが確認された。更に SF1 と GATA6 の mRNA 発現量と CYP11B1、
CYP17A1 および HSD3B2 の mRNA 発現量との間に正の相関関係がみられた。
NCI-H295R を用いた研究で SF1 が Ad4 部位に結合することにより CYP11B1 の転
写が制御されることが報告されている 13）27）。また SF1 は GATA6 と共に CYP17A1
や HSD3B2 といったステロイド合成に関与する酵素の遺伝子のプロモーター領域に
結合し、これらの酵素の転写を制御している 15）28）。更に胎児や成人の副腎皮質の束
状層と網状層で GATA6 の発現が亢進していることもあわせて確認されている 14）。今




れた。さらに、NGFIB の mRNA 発現量と CYP11B1 の mRNA 発現量にも正の相関
関係が確認された。NGFIB は NGFIB-responsive elements （NBREs）に結合し転
写を促進する転写因子である。さて CYP11B2 のプロモーター領域に NBREs が含ま
れていることが知られている 16）。通常、正常副腎球状層ではアンギオテンシンにより
NGFIB が誘導され、CYP11B2 の転写を促進することでアルドステロン産生を亢進
する。マイクロアレイによる解析では、NGFIB の発現量は CPA と APA いずれでも
正常副腎と同程度である一方、SF1 と GATA6 は発現が亢進していることが示されて
いる 7）。しかし今回の CPA 組織における検討では、NGFBI の mRNA 発現量は SF1
や GATA6 より高い傾向があることが示された。NCI-H295R を用いた in vitro での
検討では、NGFIB は HSD3B2 の転写を介しコルチゾール産生を亢進させるとも報告
されている 29）30）。また正常副腎球状層のみならず束状層でも免疫組織学的に NGFIB
が発現している事はよく知られている 16)。そして CPA を含めた副腎皮質腫瘍におい
て免疫組織化学的に NGFIB が陽性であることが確認されている 31）。さらに NGFIB
の発現する細胞にSF1を共発現させるとCYP11B2の発現を抑制することもよく知ら
れている 16)。 以上の報告を踏まえ、NGFIB は SF1 との共発現により CYP11B2 を
抑制し、相対的に CYP11B1 の発現を亢進することで、束状層細胞の増殖が優位とな
りコルチゾールの過剰産生に関与する可能性が示唆される。 




された。HSD17B5 や SULT2A1 はいずれもアンドロゲン産生に関わるステロイド合
成酵素であり、正常副腎では網状層で優位に発現している 32）。一方、網状層における
アンドロゲン産生と HSD3B2 の発現量は反比例する事も報告されている 32）。 CPA
の患者の血清アンドロゲン濃度はほぼ正常であると報告されており、一般的にはアン
ドロゲン過剰産生を伴う CS は悪性が疑われる 33）。しかし Kamenicky らは軽度のア
ンドロゲン産生を示す CPA 症例を報告しており 34）、今回の検討と合わせると、束状
層と網状層の性格を有する細胞が混在する CPA の存在が推定される。今回検討した
HSD17B5 陽性の CPA 症例では、いずれにも男性化兆候は確認できなかった。免疫
組織化学的に網状層と同様の表現型を示す細胞のホルモン産生能や臨床病理学的意
義についてはさらなる検討が望まれる。 
 今回、ステロイド合成酵素や転写因子の H-score と血清コルチゾール濃度を含めた
臨床病理学的因子に有意な相関関係は認められなかった。このことは CPA における
















 今回の私の検討により、CPA 腫瘍細胞において HSD3B2 mRNA は HSD3B1 
mRNA に比して明らかに高く発現しており、CYP11B1 とともにコルチゾール産生に
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図２ ヒトにおける HSD３B のアイソフォーム 





 副腎皮質細胞では SF1 と GATA6 が結合し CYP17A1 や HSD3B、CYP11B1 の発
現調整に関与している。核内オーファンレセプターである NGFIB は、HSD3B2 や
CYP21 のプロモーターを活性化することでコルチゾールの産生を制御している。 
SF1, Steroidogenic factor-1; NGFIB, Nerve growth factor induced-B. 
（Wang et al, 2000; Fluck et al, 2004; Pihlajoki et al, 2013; Bassett et al, 2004 から
引用、改変） 
 







胞はごく少数であった（F）。全ての CPA 症例で CYP17A1 は陽性所見を示した（G）。
7 例で HSD17B5（H）あるいは SLUT2A1（I）が陽性を示す領域が認められた。SF1
（J）、GATA6（K）および NGFIB（L）は核に陽性となった。いずれも 400 倍。 
 
図５ 免疫組織化学的検討と統計学的解析 
 各々の酵素と転写制御因子の H-score を示す（A）。HSD17B5 の H-score は緻密細
胞の割合と正の相関を示した（P<0.0001；R=0.51）（B）。 
 





図７ CYP11B1 と転写因子の発現量の統計学的解析 
mRNA 発現量を用いた統計学的解析では、CYP11B1 発現量と SF1（P=0.0048; 
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R=0.69）（A）、GATA6（P=0.0002; R=0.82）（B）および NGFIB（P=0.0004; R=0.79）
（C）の発現量とに正の相関が認められた。 
 
図８ CYP17A1 と転写因子および他のステロイド合成酵素の発現量の統計学的解析 
 CYP17A1 発現量と SF1（P<0.0001; R=0.87）（A）、GATA6（P=0.0002; R=0.82）
（B）、HSD3B2（P<0.0001; R=0.87）（C）および CYP11B1（P=0.0005; R=0.79）（D）
の発現量とに正の相関が認められた。 
 
図９ HSD3B2 と転写因子の発現量の統計学的解析 

























































Antibody   Clone Source/Reference Dilution 
HSD3B1 Mouse  3C11-D4 Abnova. (Taipei, Taiwan) 1:3000 
HSD3B2 Mouse  12E4 [11] 1:2000 
CYP11B1 Rat  80. 2 2 [8] 1:70 
CYP11B2 Mouse  41. 17 [8] 1:200 
CYP17A1 Rabbit  Polyclonal BEX. (Tokyo, Japan) 1:500 
SF1 Mouse  N1665 Perseus Proteomics Inc.  
(Tokyo, Japan) 
1:100 
GATA6 Rabbit  ERP3209 Santa Cruz Biotechnology, Inc.  
(TX, USA) 
1:100 
NGFIB Rabbit Polyclonal Abcam plc. (Cambridge, UK.)  1:200 
HSD17B5 Mouse  NP6.G6.A6 Sigma. (St. Louis, MO, USA) 1:200 
SULT2A1 Goat  N-18 Santa Cruz Biotechnology, Inc.  1:1000 
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表２、qPCR による検討に用いたプライマーおよび Taqman プローブの塩基配列 
 
Gene symbols Forward primer (5’ to 3’) Reverse primer (5’ to 3’) 
HSD3B1 AGA AGA GCC TCT GGA  AAA CAC ATG TAA GGC ACA AGT GTA CAG GGT GC 
HSD3B2 AGA AGA GCC TCT GGA  AAA CAC ATG CGC ACA AGT GTA CAA GGT ATC ACC A 
CYP11B1 CCC AGC ACA AAT GGA  ACT CCC GA CCG CTT AAT GAC TCT GAC AGT CTG CG 
CYP11B2 TCC AGG TGT GTT CAG TAG TTC C GAA GCC ATC TCT GAG GTC TGT G 
CYP17A1 TGA GTT TGC TGT GGA CAA GG TCC GAA GGG CAA ATA GCT TA 
SF1 AGG AGA ACG TTT GGT ACA ATC GAC ATC C ACA CAC ATT TCA AGG AGT GTC TAG AAG CTT 
GATA6 TCA TGT GCG TTC ATG GAG AAG ATC ACT T ACT GAC TTC AGA TCA GCC ACA CAA TAT GA 
NGFIB CCT CCA CCC ATC GAC AAG ATC TTC ATG GCT TAT TTA CAG GGC GCT ATG TGT TA 
RPL13A CCT GGA GGA GAA GAG GAA AG TTG AGG ACC TCT GTG TAT TT 
Gene symbols Taqman probes (5’ to 3’) 
HSD3B1 FAM-CCA TAC CCA CAC AGC-NFQ-MGB 




表３、免疫組織化学と qPCR による検討に用いた症例の臨床事項 
  immunohistochemistry  qPCR 
Sex Male 13 (16.7%) 2  
Female 65 (83.3%) 13 
Age 48.28±13.48 47.60±11.90 
Mean diameter (mm) 28.15 31.13 
Diagnosis Clinical Cushing syndrome 61 (78.2 %) 11  
Subclinical Cushing syndrome 17 (21.8%) 4  
Body mass index (kg/m/m) 24.27±4.56 24.12±5.44 
Serum cortisol (mcg/dl), random 16.94±7.35 17.71±6.50 
After 1mg dexamethasone suppression (mcg/dl) 13.82±9.04 15.90±8.70 
Plasma ACTH (pg/ml) 5.96±5.06 3.89±2.61 
Plasma aldosterone concentration (ng/dl) 9.65±15.00 7.53±4.70 
Plasma renin activity (ng/mL/hr) 1.52±1.88 1.59±1.63 
Dehydroepiandrosterone sulfate (ng/ml) Male 833.10±844.07   
Female 534.62±595.38   
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表４、組織学的検討の Clinical/Subclinical CS における比較 
 Clinical CS Subclinical CS  
Size (mm) 2.93±0.10 2.44±0.19 P=0.0173 
Age 46.11±12.95 56.06±12.77 P=0.0110 
Ratio of Compact cells (%) 54.23±3.56 48.53±6.73 P=0.5085 
HSD3B1 5.39±1.02 6.19±1.92 P=0.5450 
HSD3B2 92.28±2.91 98.22±5.51 P=0.4422 
CYP11B1 68.31±3.57 58.66±6.76 P=0.1658 
CYP11B2 1.17±0.35 0.78±0.66 P=0.6639 
CYP17A1 111.11±2.58 116.63±4.88 P=0.1431 
SF1 106.15±1.91 106.14±3.63 P=0.9277 
GATA6 98.69±1.24 94.31±2.35 P=0.1088 
NGFIB 56.78±3.04 52.99±5.77 P=0.5212 
HSD17B5 22.32±2.73 21.20±5.16 P=0.5818 
SULT2A1 24.32±3.12  21.39±5.91 P=0.8322 
CS, Cushing syndrome. 
